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I. RESUMEN
 
La terapia de blancos moleculares se ha convertido en una estrategia relevante para el 
tratamiento del cáncer. Se ha demostrado que los receptores de péptidos pueden ser 
utilizados con éxito para visualización in vivo de los cánceres humanos, y los péptidos 
radiomarcados han mostrado ser eficaces en la terapia de tumores malignos. 
Los péptidos basados en la secuencia cíclica Arginina-Glicina-Ácido aspártico (RGD) han 
sido diseñados para antagonizar la función de las integrinas v3 así como inhibir la 
angiogénesis. La conjugación del péptido RGD a nanopartículas de oro (AuNPs) 
radiomarcadas produce un sistema multimérico estable y biocompatible con 
reconocimiento molecular específico.   
Este trabajo evaluó la respuesta terapéutica del radiofármaco 
177
Lu-AuNP-RGD en ratones 
atímicos con tumores inducidos C6 (glioma de rata) positivos a integrinas v3 y se 
comparó con los conjugados 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-RGD. Se evaluó la dosis absorbida, la 
progresión del tamaño del tumor,  la actividad metabólica (SUV, [
18
F]FDG micro PET/CT), 
la radiotoxicidad renal, las características histológicas del riñón y del tumor, así como la 
expresión génica tumoral del VEGF y HIF-1(PCR en tiempo real). 
 
De los radiofármacos evaluados, el 
177
Lu-AuNP-RGD produjo la mayor dosis de radiación 
absorbida en el tumor (63.8 ± 7.9 Gy) vs los otros tratamientos. Estos resultados 
concuerdan con la respuesta terapéutica, en donde el 
177
Lu-AuNP-RGD redujo 
significativamente (p < 0.05) el tamaño del tumor, la actividad metabólica de las células de 
cáncer, los vasos sanguíneos intratumorales y la expresión génica del VEGF en 
comparación con los otros radiofármacos. Lo anterior como consecuencia de la alta 
retención en el tumor, combinación de la terapia molecular (sistema multimérico RGD) y 
radioterapia (
177
Lu). La captación en los órganos fue mínima sin inducción de toxicidad 
renal. El radiofármaco 
177
Lu-AuNP-RGD muestra propiedades adecuadas para ser usado 
como un agente para terapia de blancos moleculares específicos. 
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II. ABSTRACT
 
Molecular targeting therapy has become a relevant therapeutic strategy for cancer.
 
The 
principle that peptide receptors can be used successfully for in vivo targeting of human 
cancers has been proven, and radiolabeled peptides have been demonstrated to be effective 
in patients with malignant tumors 
Peptides based on the cyclic Arg-Gly-Asp (RGD) sequence have been designed to 
antagonize the function of α(v)β(3) integrin, thereby inhibiting angiogenesis. The 
conjugation of RGD peptides to radiolabeled gold nanoparticles (AuNPs) produces 
biocompatible and stable multimeric systems with target-specific molecular recognition.  
The aim of this research was to evaluate the therapeutic response of 
177
Lu-AuNP-RGD in 
athymic mice bearing α(v)β(3)-integrin-positive C6 gliomas and compare it with that of 
177
Lu-AuNP
 
or 
177
Lu-RGD.. The radiation absorbed dose, metabolic activity 
(SUV, [
18
F]fluor-deoxy-glucose-microPET/CT), renal radiotoxicity, renal and tumoral 
histological characteristics as well as tumoral VEGF and HIF-1 gene expression (by real-
time polymerase chain reaction) following treatment with 
177
Lu-AuNP-RGD, 
177
Lu-AuNP
 
or 
177
Lu-RGD were assessed. 
Of the radiopharmaceuticals evaluated, 
177
Lu-AuNP-RGD delivered the highest tumor 
radiation absorbed dose (63.8 ± 7.9 Gy) vs other treatments. These results correlated with 
the observed therapeutic response, in which 
177
Lu-AuNP-RGD significantly (p<0.05) 
reduced tumor progression, tumor metabolic activity, intratumoral vessels and  VEGF gene 
expression compared to the other radiopharmaceuticals. This was consequence of high 
tumor retention and a combination of molecular targeting therapy (multimeric RGD 
system) and radiotherapy (
177
Lu). There was a low uptake in non-target organs and no 
induction of renal toxicity. 
177
Lu-AuNP-RGD demonstrate properties suitable for use as an 
agent for molecular targeting radiotherapy. 
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III. INTRODUCCIÓN
 
Un radiofármaco está definido como una sustancia que contiene átomos radiactivos dentro 
de su estructura y que, por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiación, puede 
ser administrado en los seres humanos con fines diagnósticos o terapéuticos (1).  Los 
radiofármacos de tercera generación detectan blancos moleculares específicos y son únicos 
en su capacidad para detectar in vivo sitios bioquímicos tales como los receptores y las 
enzimas. Es así que un radiofármaco que detecta blancos moleculares está compuesto de 
tres partes: el radiometal, el agente quelante bifuncional (AQB) y el fragmento bioactivo. 
El AQB situado entre el radionúclido y el fragmento bioactivo, coordina fuertemente al ion 
metálico y se une covalentemente a la biomolécula, el fragmento bioactivo lleva al 
radionúclido donde está el receptor en la célula blanco (2). 
El 
177
Lu tiene características favorables para ser empleado en radioterapia debido a sus 
propiedades nucleares como: vida media de 6.71 días; emisión de radiación beta negativa 
con una energía máxima de 497 keV (78 % de abundancia) con un alcance promedio de 2 
 mm en tejido blando y emisión de un fotón gamma de 208 keV (11 % de abundancia) 
apropiado para la adquisición de imágenes in vivo en cámara gamma-SPECT (Tomografía 
computarizada por emisión de fotones individuales) (3).  
Los análogos de péptidos reguladores son moléculas desarrolladas para orientarse 
específicamente a células de cáncer, estos péptidos controlan y modulan funciones de casi 
todos los órganos principales y los procesos metabólicos. Los receptores de péptidos 
reguladores están sobreexpresados en numerosos tipos de células de cáncer y son 
estructuras proteicas que  han sido usados como blancos moleculares de péptidos marcados 
para localizar tumores malignos primarios y sus metástasis (4-5).  
Las integrinas constituyen una super-familia de glicoproteínas heterodiméricas formadas 
por la unión no covalente de dos cadenas ( y ) con funciones de señalización para 
diversas y específicas respuestas celulares (6-9).  Un ligando importante para muchas 
integrinas es la secuencia tripeptídica RGD (10).  Las integrinas con reconocimiento de la 
secuencia RGD como las v3 y v5 han recibido mayor atención como marcadores 
terapéuticos debido a su expresión en varios tipos celulares, están sobreexpresadas en 
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tumores sólidos, contribuyen al crecimiento tumoral, diseminación metastásica,  
diferenciación de células endoteliales y en la angiogénesis (11-15).  
Se ha reportado que la unión de péptidos de RGD a nanopartículas (NPs), puede 
incrementar las uniones multivalentes de las NPs-(RGD)n a los receptores αvβ3, 
incrementando la capacidad antiangogénica del péptido  (16-18). 
La acumulación de los péptidos radiomarcados en los tumores podría potenciarse si decenas 
o cientos de éstos se conjugan a nanopartículas de entre 5 y 20 nm para tomar ventaja del 
efecto de mejoramiento de la permeabilidad y retención. Por lo general en un tejido normal 
el espacio entre células del endotelio es de alrededor de 2 nm pero, cuando el tejido se 
vuelve maligno, acumula nutrientes de manera que dicho espacio puede aumentar hasta 
400-600 nm; además de que deja de funcionar la depuración linfática, lo que facilita la 
acumulación de macromoléculas por un mecanismo pasivo. Si además la macromolécula 
tiene en su superficie varias moléculas radiomarcadas, con reconocimiento específico por 
receptores sobreexpresados en las células cancerosas, puede sumarse una acumulación del 
radiofármaco por un mecanismo celular activo. (19-20). 
Las NPs son partículas de cualquier material que contienen de 20 a 15000 átomos con 
dimensiones de 100 nm o menores y con características de superficie y propiedades 
fisicoquímicas propias que difieren del material a macro escala (21-22). La unión de 
decenas o centenas de moléculas de péptido a la superficie de una NP, produce un sistema 
multifuncional capaz de incrementar las uniones multivalentes de la NP-biomolécula a sus 
receptores para la obtención de imágenes moleculares in vivo (22).  Las  AuNPs son ácidos 
débiles y tienden a formar enlaces de carácter covalente con bases débiles como los grupos 
tiol  y enlaces moderadamente fuertes con los grupos amino. Los residuos de lisina y 
cisteína representan al único ligante con el cual las proteínas se pueden unir covalentemente 
a las AuNPs, para formar moléculas con actividad biológica (21). 
Una propiedad importante de las AuNPs es el fenómeno de resonancia del plasmón de 
superficie que se manifiesta como una banda de absorción en la región visible (520 nm) 
cuando la frecuencia del campo electromagnético es resonante con el movimiento 
coherente de electrones (22-27). El plasmón de resonancia puede recorrerse a la región del 
infrarrojo cercano (NIR) de 800 a 1200 nm. Esto es útil porque el tejido humano es 
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moderadamente transparente a la luz NIR. Las NPs diseñadas para absorber en el espectro 
NIR generan una cantidad de calor considerable que causa destrucción celular térmica 
irreversible (28). 
La angiogénesis es la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de los vasos 
preexistentes, es un proceso que ocurre durante el crecimiento del tumor (29). Actualmente 
se reconoce al sistema que incluye al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y 
a sus receptores como los principales reguladores de las células endoteliales vasculares y de 
la formación de nuevos vasos sanguíneos (30). El VEGF es un factor de crecimiento con 
actividad mitogénica altamente específica para las células endoteliales, promueve la 
migración celular, inhibe la apoptosis, promueve la angiogénesis, la permeabilización y 
vasodilatación  (31-32). Su inhibición resulta en la diminución de la vascularización y del 
crecimiento del tumor. El VEGF responde a estímulos tales como la hipoxia principalmente 
mediante el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) (33). La disminución de oxígeno resulta 
en la estabilización del HIF-1, el cual estimulará la expresión de un gran número de genes, 
entre ellos el del VEGF, que harán posible la adaptación de las células a las condiciones de 
hipoxia (34-36).  
En este trabajo se comparó la eficacia terapéutica del multímero 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP-
c[RGDfK(C)] (
177
Lu-AuNP-RGD) contra los conjugados  
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP 
(
177
Lu-AuNP) y 
177
Lu-DOTA-E-c(RGDfK)2 (
177
Lu-RGD), en donde la secuencia -RGD- es 
el sitio biológicamente activo, la f y la K completan el ciclo, el macrociclo DOTA 
corresponde al ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N',N",N"'-tetraacético, en 
177
Lu-
DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] la secuencia GGC corresponde a Glicina-Glicina-
Cisteína en donde el fragmento GG funciona como espaciador y la C contiene al grupo tiol 
activo que interacciona con las AuNPs. Se determinó la actividad metabólica de las células 
tumorales, crecimiento del tumor e histopatología tumoral en ratones con tumores 
inducidos (positivos a integrinas v3). Así mismo se evaluó la toxicidad renal mediante la 
determinación sérica de urea, creatinina, nitrógeno ureico y mediante análisis 
histopatológicos del riñón. Se determinó la capacidad antiangiogénica del c-RGD y de las 
AuNPs midiendo la expresión del VEGF y HIF-1.  
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IV. ANTECEDENTES 
 
La quimioterapia tradicional empleada contra el cáncer presenta importantes limitaciones 
debidas a la reducida especificidad de los agentes quimioterapéuticos por las células 
tumorales, la vida media corta de los fármacos debido a una rápida depuración in vivo y la 
aparición de mecanismos de resistencia a muchos fármacos ejercida por las células 
tumorales. Por lo tanto, la identificación de un sistema que permita orientar selectivamente  
y liberar de manera eficaz la dosis adecuada del fármaco citotóxico en el tumor  permitirá 
mejorar la eficiencia terapéutica,  reducir la dosis administrada así como los efectos 
secundarios, consecuencia de una distribución inespecífica del fármaco en el organismo. 
En la década pasada se han radiomarcado muchos péptidos derivados de la secuencia RGD 
y han sido evaluados por reconocer específicamente a las integrinas ανβ3.  
Kessler y colaboradores en 1991 (37) desarrollaron el pentapéptido ciclo-Arginina-Glicina-
Ácido aspártico-D-Fenilalanina-Valina el cual mostró alta afinidad y selectividad por las 
integrinas ανβ3. 
Después de extensos estudios de la relación estructura-actividad se encontró que la 
incorporación de RGD en un pentapéptido cíclico incrementa significativamente la afinidad 
y selectividad por las integrinas ανβ3, se demostró que un aminoácido en la posición 5 no 
tiene impacto en la afinidad por dichos receptores (38). 
El monómero c-RGDyV se marcó desde 1999 por Haubner y colaboradores (39) con 
125
I. 
Este compuesto relativamente lipofílico tiene rápida eliminación en el tumor y una 
desfavorable excreción hepatobiliar. El resultado de la alta acumulación de actividad en el 
hígado y el intestino limitó su posterior aplicación. La glicosilación del péptido RGD 
disminuyó su lipofilicidad y consecuentemente la captación hepática (40). Posteriormente 
se reportó el marcado de los mismos glicopéptidos con 
18
F (41-42).  
Los péptidos con reconocimiento específico de integrinas v3 más usados para el marcado 
con 
99m
Tc, 
18
F o 
68
Ga son c-RGDyK y c-RGDfK, como monómero o como dímero (43-49). 
En estos péptidos la cadena lateral de la lisina proporciona una amina primaria para el 
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acoplamiento al AQB. Para mejorar la eficacia se han desarrollado  sistemas multiméricos 
de RGD y  más de 30 derivados se han marcado con 
18
F, 
64
Cu, 
68
Ga o 
99m
Tc (50-53).  
Puesto que la manera natural de interacción entre las integrinas y los péptidos conteniendo 
RGD involucra múltiples sitios de unión, la afinidad a ανβ3 de los radiofármacos basados en 
RGD podría mejorarse utilizando péptidos cíclicos c-RGD multivalentes. Este concepto fue 
reportado por primera vez por Rajopadhye y cols. (54)  y por Jansen y cols. (55) al preparar 
el dímero [c(RGDyK)]2. Posteriormente se reportó que los tetrámeros [c-RGD]4 mejoran 
significativamente su afinidad por las integrinas v3 respecto al monómero c-RGD (56-
60). 
Zi-Bo Li y cols., en 2007, (61)  marcaron péptidos de RGD con 
18
F para obtener imágenes 
con PET (Tomografía por emisión de positrones) de la expresión de integrinas. Después de 
una inyección intravenosa se obtuvo una captación al tumor de 2.1 ± 0.4 % DI/g (porciento 
de dosis inyectada por gramo de tejido) a 1 h p.i. Se encontró rápida eliminación renal y 
hepática en un modelo de glioblastoma subcutáneo U87MG, la estabilidad metabólica fue 
de 75-99 % a 1 h p.i., por lo tanto tiene buena unión al tumor, buena estabilidad metabólica 
y una farmacocinética favorable. 
Zhaofei L. y cols., en 2011, (38)  compararon  2 derivados de RGD, el DOTA-3PRGD2 y 
DOTA-RGD4 administrados intravenosamente, marcados con 
90
Y e 
111
In, encontrando que 
el tetrámero tiene mayor porcentaje de unión con respecto al monómero, sin embargo 
ambos causan un retardo significativo en cuanto al crecimiento del tumor y demuestran que 
múltiples dosis mejoran la eficacia terapéutica. 
Estudios recientes han demostrado que los péptidos de RGD  conjugados a AuNPs 
producen sistemas multiméricos biocompatibles y estables con reconocimiento molecular 
específico (22, 62-67). La multivalencia es un principio de diseño mediante el cual matrices 
organizadas amplifican la fuerza de un proceso de unión, como ejemplo la unión de 
péptidos multiméricos a receptores específicos en una superficie celular (68). 
Una investigación in vivo en la que se evaluó la biodistribución de AuNPs (2 y 4 nm) tras 
su inyección intravenosa reveló que las AuNPs son captadas por las membranas celulares 
por endocitosis,  no se observaron otros mecanismos no-endocíticos. Independientemente 
de su tamaño, las AuNPs son internalizadas principalmente por las células Kupffer en el 
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hígado y, en menor medida, por los macrófagos existentes en otros órganos como el bazo. 
Las AuNPs no parecen atravesar la barrera placentaria o la barrera hematoencefálica. Es 
interesante destacar que no se observa acumulación de AuNPs en órganos como el  riñón, 
cerebro, pulmón, ovarios,  placenta o hígado fetal y que las AuNPs de menor tamaño (2 
 nm) parecen ser eliminadas no sólo por endocitosis macrofágica, sino también por simple 
filtración glomerular en orina (69). 
Montet y cols., en 2006, (16) reportaron que la unión de péptidos RGD a integrinas ofrece 
un excelente sistema para estudiar la multivalencia mediada por cambios en la afinidad que 
surgen cuando los péptidos, conjugados en la superficie de una NP de hierro, se une a las 
integrinas de la superficie de la membrana celular. La IC50 de una NP-RGD para la 
adhesión endotelial fue de 1.0 nM de NP o 20.0 nM de péptido (20 péptidos por NP) y se 
asoció con el fuerte efecto multivalente. La unión de péptidos RGD a la nanopartícula de 
hierro resultó en un incremento del tiempo de vida media del péptido en sangre de 13 a 180 
 min. Por lo tanto el péptido RGD conjugado a NPs de hierro puede ser un potente 
inhibidor de la función de las integrinas v3 en las células endoteliales in vivo. 
Olmedo y cols., en 2008 (65), durante el diseño del conjugado AuNP-CLPFFD-NH2 
demostraron que la secuencia peptídica, el efecto estérico, la carga y  la disposición de los 
residuos hidrofílicos e hidrofóbicos son parámetros cruciales para considerar en el diseño 
de AuNPs conjugadas a péptidos para aplicaciones biomédicas.  
Huang y cols., en 2008 (70), demostraron que las AuNPs emiten un intenso calor cuando 
son estimuladas con la frecuencia correcta de la luz láser, así un cúmulo de AuNPs pueden 
calentar localmente un área de mil veces su tamaño. 
Xiaohua y cols., en 2007 (71), demostraron que mediante el uso de las propiedades ópticas 
de las AuNPs se puede aumentar la foto selectividad en la terapia fototérmica. La 
generación de un segundo armónico convierte los fotones del NIR en fotones visibles los 
cuales son absorbidos por las AuNPs y su energía es convertida en calor produciendo así la 
destrucción fototérmica. 
Surujpaul y cols., en 2008 (66), reportaron por primera vez la unión de AuNPs a un péptido 
cíclico. El conjugado Tyr
3
-octreotido (TOC)(H-D-Phe-Cys-Tyr-Trp-Lys(Boc)-Thr-Cys-
Thr(ol) [puentes disulfuro: 2-7] contiene dos cadenas laterales hidrofílica y neutra en la 
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sexta y última posición (2 Thr); cadenas laterales hidrofóbica, neutra y aromática en la 
cuarta y primera posición (Phe y Trp); y una cadena lateral hidrofílica, neutra y aromática 
en la posición tres (Tyr). La cadena lateral de cisteína está formando un puente disulfuro y 
la cadena de lisina fue protegida con Boc ya que es el sitio biológicamente activo. Los 
análisis de espectroscopia sugieren que las AuNPs fueron funcionalizadas con TOC 
mediante interacciones con la amina N-terminal de la fenilalanina y posiblemente con el 
grupo indol del triptófano. Como resultado de estas interacciones una banda de emisión fue 
observada en la región NIR a 692 nm. 
Morales-Avila y cols., en 2011 (72), evaluaron el comportamiento biológico de un 
conjugado que tiene como objetivo la obtención de imágenes moleculares de angiogénesis 
tumoral, el cual es un sistema multimérico de AuNPs (20 nm) conjugado  con c-
[RGDfK(C)] y marcadas con 
99m
Tc.  Microscopia de transmisión electrónica (TEM) y 
técnicas de espectroscopia demostraron que las AuNPs fueron funcionalizadas con el 
péptido. La pureza radioquímica fue de 96 ± 2 %. El conjugado 
99m
Tc-AuNP-RGD mostró 
tener reconocimiento específico por las integrinas v3 sobre-expresadas en células C6  y 3 
 h después de una administración intraperitoneal la captación en el tumor fue de 8.18  ± 
 0.57 % ID/g. Las imágenes en el equipo micro-SPECT/CT mostraron evidente captación 
en el tumor. El radiofármaco 
99m
Tc-AuNP-RGD mostró propiedades adecuadas para su uso 
como un agente específico para obtención de imágenes de blancos moleculares en tumores 
que sobreexpresan integrinas v3. 
Ocampo-García y cols., en 2011 (68),  desarrollaron un estuche de AuNPs marcadas con 
99m
Tc las cuales fueron conjugadas con diferentes biomoléculas como  c-[RGDfK(C)],  
manosa y Lys
3
-bombesina. Estos sistemas multiméricos tienen reconocimiento específico 
por las células correspondientes (células C6 de glioma de rata positivas a integrinas v3, 
células de hígado positivas a receptores de manosa  y células PC3 positivas al receptor del 
péptido liberador de gastrina), los estuches mostraron excelente estabilidad y propiedades 
adecuadas para ser usados como marcadores específicos para obtención de imágenes 
moleculares de tumores y detección de nodos en el ganglio centinela. 
Luna Gutiérrez y cols., en 2012 (73), prepararon un sistema multimérico de 
177
Lu marcado 
con AuNPs y conjugado a c-[RGDfK(C)] para comparar la dosis de radiación absorbida 
con la del monómero y dímero de RGD marcados con 
177
Lu en ratones con tumores 
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U87MG (células de glioblastoma humano) positivos a integrinas v3. Los resultados 
muestran que la dosis absorbida por actividad inyectada en los tumores fue de 0.357 ± 
0.052 Gy/MBq para el multímero, 0.252 ± 0.027 Gy/MBq para el dímero y 0.102 ± 0.018  
Gy/MBq para el monómero. Por lo tanto, el dímero y multímero de RGD marcados con 
177
Lu  muestran propiedades adecuadas para el tratamiento de tumores que sobreexpresan 
v3.  
 
En la década pasada los radionúclidos más frecuentemente usados para la terapia con 
péptidos con los análogos de somatostatina fueron 
111
In, 
90
Y y 
177
Lu. Estos radionúclidos 
tienen diferentes características físicas lo cual influye en los efectos de la terapia, por 
ejemplo, distintas partículas son emitidas con diferentes energías resultando en varios 
rangos de penetración en el tejido. Dichos péptidos se han conjugado con el AQB DOTA  
el cual forma un complejo estable con estos tres radionúclidos (74). En los estudios 
preclínicos donde se ha comparado 
90
Y y 
177
Lu se encuentra que 
90
Y es más eficaz para los 
tumores grandes mientras que para 
177
Lu ocurrieron menos recaídas cuando se trataron 
pequeñas lesiones (75-76). 
Por otro lado, se han desarrollado diversas terapias anticancerígenas que están dirigidas a 
inhibir la expresión de factores proangiogénicos. Entre ellas, un gran número de agentes 
que inhiben la expresión y actividad del HIF-1. De acuerdo con su mecanismo de acción 
estos inhibidores pueden ser clasificados como agentes que modulan la traducción o 
degradación del HIF-1, unión  al ADN y actividad transcripcional del HIF-1 (77-78). 
El aumento de VEGF es un iniciador de la angiogénesis del tumor, mientras que la 
trombospondina-1 puede inhibir la actividad de VEGF evitando la proliferación celular en 
los focos metastásicos. Por otro lado, la hipoxia incrementa la expresión de HIF-1 quien a 
su vez estimula la expresión de VEGF creando un medio ambiente favorable para la 
angiogénesis (79). 
En los años 70s, Judah Folkma hipotetizó que si el tumor requería de la angiogénesis para 
poder crecer más allá de 1-2 mm entonces, al inhibir la angiogénesis, el tamaño tumoral 
debería regresar por lo menos a un tamaño de 1-2 mm (80-81). Las estrategias 
antiangiogénicas se han enfocado en disminuir la proliferación de las células endoteliales, 
prevenir el crecimiento de los vasos e inducir la regresión de los vasos ya existentes.  
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Entre las principales estrategias antiangiogénicas se encuentran: 1) Anticuerpos contra el 
VEGF, como el avastin y pegaptinib aprobado en 2004 como inhibidores del VEGF (81); 
2) Anticuerpos monoclonales anti VEGFR2 como el DC101 (82) y el Anticuerpo c-p1C11 
que aún está en estudio, se ha visto que el empleo de vatalanib bloquea VEGF-1,2 y 3 sin 
embargo no muestra aumento sustancial benéfico con la quimioterapia convencional (83); 
3) VEGFs solubles que se unen a sus ligando evitando la unión con los receptores de 
membrana (84); 4) moléculas que reconocen e inhiben a los receptores para detener el 
crecimiento tumoral al bloquear la cascada de señalización de los VEGFRs como el 
SU66698 que ya se ha probado en protocolos de fase II y III (81); 5) esteroides 
antiangiogénicos como progestina, acetato de medroxiprogesterona y glucorticoides (85); 
6) inhibidores endógenos que actúan como precursores latentes activados por la proteólisis 
como la angiostatina y endostatina; 7) inhibidores tisulares de metaloproteasas como BB94 
y batimastat. Este último ha sido de poca eficacia y con efectos secundarios modificadores 
de la respuesta biológica como el interferon que estimula al sistema inmune y afecta el 
suministro sanguíneo (81, 86-87); 8) péptidos antiadeshivos que son anticuerpos que 
reconocen a la integrina v3, la vitaxina ha sido evaluado en estudios de fase I y mostró 
estabilización e incluso regresión tumoral en más del 50% de los pacientes sin presentar 
efectos secundarios adversos, actualmente está en estudios de fase II en tumores sólidos 
(88).  
Sin embargo, el dirigir estrategias contra el VEGF, aunque es el principal factor 
angiogénico, por sí solo no es suficiente para erradicar tumores malignos debido a que 
muchos factores angiogénicos además de éste, contribuyen para el cambio hacia la 
angiogénesis patológica (83).  
El Cilengitide es un pentapéptido cíclico diseñado y sintetizado en la Universidad Técnica 
de Múnich en colaboración con Merck-Serono (Alemania) (89). Se basa en la secuencia 
cíclica RGDfV, la cual fue modificada por la N-metilación de un enlace peptídico dando 
lugar al RGDf(N-Me)V (90), esta estrategia produce una mayor actividad antiangiogénica 
de la molécula y la ciclación produce un incremento en la actividad de 100 a 1000 veces 
más que la referida para los péptidos lineales. El Cilengitide se une e inhibe la actividad de 
las integrinas v3 y v5 inhibiendo de este modo las interacciones célula-célula, célula-
matriz así como la angiogénesis, actúa como un inhibidor muy potente de la angiogénesis e 
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induce la apoptosis de las células endoteliales en crecimiento a través de la inhibición de la 
interacción de las integrinas con sus ligandos (91, 92). La inhibición de las integrinas v 
resultó en una reducción significativa de la densidad de vasos funcionales y retraso el 
crecimiento del tumor y las metástasis in vivo (93). Recientemente se ha demostrado que 
las integrinas v5 median la metástasis y que el tratamiento con Cilengitide en las células 
tumorales que expresan dichas integrinas, pero no las v3, impide eficazmente la 
formación de metástasis (94). Se ha demostrado que las concentraciones nanomolares bajas 
de Cilengitide estimulan el crecimiento del tumor in vivo mediante la promoción de la 
angiogénesis mediada por VEGF (95). Sin embargo las concentraciones usadas en los 
ensayos clínicos son muy superiores a la concentración “pro-angiogénica” (96). Además el 
Cilengitide mostró un aumento en la eficiencia terapéutica cuando es combinado con 
radioterapia o quimioterapia (97).  Actualmente se encuentra en fase clínica III para el 
tratamiento de glioblastomas  y en fase II para el tratamiento de otros tumores (98, 99).  
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V. JUSTIFICACIÓN
 
Desde 2006, en la población femenina de edad reproductiva, el cáncer de mama es el 
cáncer que produce más número de muertes en comparación con otros tumores incluido el 
cáncer cervicouterino. Mientras que el glioma es la neoplasia primaria más frecuente del 
sistema nervioso central presente en cerca del 90% en pacientes mayores de 20 años (100).  
El desarrollo de radiofármacos capaces de bloquear la expresión y/o actividad de integrinas 
v3 es de interés para disminuir el crecimiento tumoral e inhibir complejos de señalización 
que favorecen y permiten la formación de nuevos vasos sanguíneos así como el aporte de 
oxígeno y nutrientes al tumor.  
Los radiofármacos 
177
Lu-AuNP-RGD y 
177
Lu-RGD
 
se diseñaron para el tratamiento de 
diferentes tipos de cáncer con sobreexpresión de integrinas v3, tales como el cáncer de 
mama y el glioblastoma.  
Al determinar la actividad metabólica, el crecimiento del tumor, la radiotoxicidad renal y la 
inhibición de VEGF tras la inyección de 
177
Lu-AuNP-RGD y 
177
Lu-RGD, este proyecto 
comprende la fase preclínica de los radiofármacos con la finalidad de dar el paso para 
continuar con estudios clínicos que permitan su uso como agentes que brinden un 
tratamiento eficaz al paciente con  cánceres que sobreexpresen integrinas ανβ3. 
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VI. HIPÓTESIS
 
La administración de los radiofármacos 
177
Lu-AuNP-RGD y 
177
Lu-RGD en un modelo 
murino, con tumores inducidos con células C6 de glioma de rata, disminuirá la actividad 
metabólica de las células tumorales así como la producción de los factores angiogénicos  
VEGF y HIF-1. 
 
VII. OBJETIVO GENERAL
 
Evaluar la eficacia terapéutica y la radiotoxicidad de los radiofármacos 
177
Lu-AuNP-RGD  
y 
177
Lu-RGD en ratones con tumores inducidos así como determinar su correlación con la 
inhibición de factores involucrados en la angiogénesis como el factor VEGF y el factor 
HIF-1. 
 
VIII. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Evaluar la eficacia terapéutica mediante la determinación del tamaño del tumor, 
usando la relación  V= /6[(L) x (a2)], así como de la actividad metabólica con 
imagen molecular usando PET/SPECT-CT, [18F]FDG. 
2. Determinar la radiotoxicidad renal mediante la cuantificación de urea, creatinina, y 
nitrógeno ureico. 
3. Evaluar la expresión tumoral de los factores angiogénicos VEGF y HIF-
1mediante PCR en tiempo real.  
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IX. DISEÑO DEL EXPERIMENTO
 
a) Obtención de 177Lu 
El 
177
Lu se obtuvo de ITG (Isotope Technologies Garching GmbH) con número de lote Lu-
12-016-02/120185, calibrado para el 17/02/2012, con actividad específica de 0.8 GBq/mg, 
pureza radioquímica ≥ 99%, pureza química ≥ 99%, pureza radionúclidica ≥ 99.9%. Para 
obtener 
177
LuCl3 se adicionó HCl 0.12M. 
b) Obtención  de 177Lu-AuNP-RGD 
El ciclo c[RGDfK(C)] se sintetizó y caracterizó de acuerdo al método que describe 
Morales-Avila y colaboradores (72). En la secuencia DOTA-GGC el macrociclo DOTA 
sirve como AQB para el 
177
Lu, la secuencia GG es un espaciador y el grupo tiol de la 
Cisteína forma el enlace con las AuNPs. Dicha secuencia se sintetizó y caracterizó de 
acuerdo al método que describe Luna-Gutiérrez y colaboradores (73). Las AuNPs en agua 
grado inyectable (20 ± 0.2 nm, 7x10
11
 partículas/mL) se sintetizaron y caracterizaron con el 
método descrito por Ocampo-García y colaboradores (68). 
b.1. Síntesis de c[RGDfK(C)], método descrito por Morales Avila y cols. (72) 
En la molécula c[RGDfK(C)] la secuencia -RGD- es el sitio biológicamente activo, la f y la 
K completan el ciclo en la estructura pentapeptídica, la C es el espaciador y contiene el 
grupo tiol que interacciona con la superficie de las AuNPs.  
La síntesis del péptido lineal se inició con la incorporación de glicina en una resina de 
cloruro de o-clorotritilo (con una carga de 0.9 mmol/g) en una escala de 0.07 mmoles 
mezclando la resina con una solución de Fmoc-Gly-OH (20.9 mg, 0.21 mmoles) y N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) (33 L, 0.20 mmol) en diclorometano (DCM) seco en un 
recipiente. Después de agitar la mezcla de reacción durante 2.5 h, se retiró y se lavó la 
resina con DCM, seguido de la adición de 100 L de DIPEA en 2 mL de metanol para 
cubrir los sitios que no han reaccionado en la resina. Después de 30 min, la resina se lavó 
con dimetilformamida (DMF). Luego el grupo  Fmoc se removió con una solución al 20% 
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de piperidina en DMF. Los aminoácidos se unieron utilizando acoplamientos de un solo 
paso de 3 equivalentes de ácido Fmoc-amino, 2.9 equivalentes de  2-(1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) e hidroxibenzotriazol (HOBt)  y 6 equivalentes de DIPEA 
en DMF en el siguiente orden: Fmoc-Arg (Pbf)-OH, Fmoc-Lys (Boc)-OH, Fmoc-D-Phe-
OH y Fmoc-Asp (OtBu)-OH, durante 2 h. El péptido RGDfK lineal se escindió de la resina 
con  tratamiento de 5 mL de una mezcla de ácido acético,  2,2,2-trifluoroetano (TFE) y 
DCM (1:1:3) durante 1 h a temperatura ambiente. La resina se lavó dos veces con 5 mL de 
la misma mezcla y luego tres veces con DCM. Los eluyentes se combinaron y se 
concentraron. El exceso de ácido acético se eliminó por adiciones repetidas de hexano al 
residuo y se removió en el rotavapor. La ciclación cabeza-cola se llevó a cabo por adición 
lenta de una solución del péptido lineal en 5 mL de DCM a una solución al 50% de ácido 1-
propanofosfónico anhidro (T3P) en EtOAc (200 L), DIPEA (200 L) y 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (1 mg) en 5 mL de DCM. Después de agitar durante toda la 
noche, la mezcla de reacción se concentró y se purificó por cromatografía en sílica 
(metanol/acetato de etilo, 1:9) para dar 75 mg (PM = 1118.39, 96%) del péptido cíclico, se 
obtuvo como un sólido amarillo claro. El producto anterior se disolvió en 5 mL de 
hidrazina al 2% en DMF y se agitó durante 30 min a temperatura ambiente. El disolvente se 
eliminó al vacío. El péptido precipitado se aisló por centrifugación. Para el acoplamiento de 
Boc-Cys (Trt)-OH se hizo reaccionar el péptido cíclico con 3 equivalentes del aminoácido, 
2.9 equivalentes de HBTU y HOBt y 6 equivalentes de DIPEA en DMF. El disolvente se 
eliminó al vacío. El péptido precipitado se aisló por centrifugación. El acoplamiento de 
Boc-Cys (Trt)-OH ocurrió al hacer reaccionar el péptido cíclico con 3 equivalentes del 
aminoácido, 2.9 equivalentes de HBTU y HOBt  y 6 equivalentes de DIPEA en DMF. El 
disolvente se eliminó con rotavapor y el residuo se recogió en DCM y se lavó con agua. La 
fase orgánica recogida se secó con  Na2SO4  anhidro, se filtró y el disolvente se eliminó. El 
producto se purificó por cromatografía de sílica (metanol / acetato etilo, 1:9). Los grupos 
protectores restantes se eliminaron por agitación del péptido durante 2 h con una mezcla de 
95% de TFA, 2.5% de triisopropilsilano y 2.5% de agua. El disolvente se eliminó con 
rotavapor y el residuo se purifico por HPLC con un gradiente de agua / acetonitrilo que 
contiene 0.1% TFA desde 90/10 a 10/90 en 35 min y se liofilizó, dando 14 mg de   péptido 
c[RGDfK(C)], con un rendimiento del 28%, tR= 9.5 min, m/z = 707.36 [M+H]
+ 
(calculado 
707.81). 
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b.2. Síntesis de DOTA-GGC, método descrito por Luna-Gutiérrez y cols. (73) 
b.2.1. DO3A-tris-tertBuester: El acetato bromo tert-butil (24.52g, 0.12 mol) en N,N-
dimetilacetamida (DMA) se agregó lentamente a una suspensión de DMA con ciclen 
(7.22g, 0.04 mol) y acetato de sodio (10.31g, 0.12 mol) bajo agitación a 0 °C. Después de 
la adición, la mezcla de reacción se agitó por 2 días a temperatura ambiente y se observó la 
formación de una precipitado blanco que corresponde a la sal DO3A-tris-tertBuesterHBr. 
Se agregó agua (grado Milli Q) hasta su completa disolución dando lugar a una solución de 
color amarillo claro. El pH de la solución fue ajustado a 9.0, con NaCO3, formando un 
precipitado. Luego se agregó KBr (7.25 g) y la suspensión resultante se agitó por 2 días, 
seguido de la adición de éter (5 ml). El sólido blanco que se obtuvo corresponde a la sal 
DO3A-tris-tertBu ester KBr, mientras que las otras impurezas permanecieron en la 
solución. El sólido se filtró y después se colocó en una solución de NaOH 3M (fase acuosa) 
y se extrajo con diclorometano (2x, fase orgánica) para obtener DO3A-tris-tertBu éster base 
libre. El extracto orgánico se secó sobre K2CO2 anhidro y se filtró. El solvente se evaporó 
en un rotavapor dando lugar a 16.42 g, fue un aceite amarillo claro (rendimiento de la 
reacción=76%), espectrometría de masas por ionización de electrospray [M + H]
+
m/z= 
516.21 (calculado 515.70). 
b.2.2. DOTA-GGC: El péptido se sintetizó sobre resina de amida MBHA (Novabiochem, 
Merck), con una carga de resina de 0.64 mmol/g, a una escala de 0.14 mmol. La resina se 
colocó en un vaso de reacción con el péptido y se disolvió en DMF. Los aminoácidos se 
unieron utilizando acoplamientos de un solo paso de 5 equivalentes de ácido Fmoc-amino, 
4.9 equivalentes de HBTU hexafluorofosfato y HOBt, y 6 equivalentes de DIPEA en DMF 
en el orden Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH y Fmoc-Gly-OH por 2 horas cada uno. La 
remoción de Fmoc se realizó por agitación de la resina con piperidina al 20% en DMF por 
30 minutos después del acoplamiento de los aminoácidos. La resina se lavó 
exhaustivamente con DMF después de cada paso. El progreso de la reacción se monitoreo 
con el ensayo de ninhidrina. Después del acoplamiento del ultimo aminoácido la resina se 
trató con una solución de DMF que contenía ácido bromo acético 2 M y 
diisopropilcarbodiimida 3.2 M, y el acoplamiento se realizó en un horno de microondas 
programado para entregar una potencia al 10% (2x15s). Después de lavar la resina con 
DMF, el vaso de reacción se trató con DO3A-tris-tertBu ester (2.64 g, 5  mmol) y DIPEA 
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(0.76g mmol) en DMF, y otra vez el acoplamiento se realizó en el horno de microondas 
como se describió anteriormente. Una vez que termino la síntesis del péptido la resina se 
lavó con DFM y diclorometano, y se secó con vacío. Las perlas se trataron con TFA al 
95%, triisopropilsilano al 2.5% y agua al 2.5% por 2 horas para remover la cadena lateral 
que protege a los grupos y al péptido de la resina. La resina se filtró y el ácido proveniente 
del filtrado se removió con flujo de nitrógeno. El residuo se disolvió en TFA al 0.1%, y el 
producto se purificó por HPLC con un gradiente de agua/acetonitrilo que contenía 0.1% de 
TFA desde 95/5 a 80/20 en 35 min y se liofilizó para obtener 60 mg del péptido 
(rendimiento de la reacción 69 %), tR=4.4 min, (MALDI+) m/z=621.12 [M+H]
+
 (calculado 
621.68). 
b.3. Síntesis de AuNP de 20 nm, método descrito por Ocampo-García y cols. (68) 
La solución de nanopartículas de oro se preparó aplicando el método reportado por 
Turkevitch en 1951 que consiste en la reducción de ácido cloroáurico (HAuCl4) por citrato 
de sodio [Na3C3H5O (COO)3] (22,101-103). El material utilizado para la síntesis se lavó en 
tres etapas: agua regia (3HCl:1HNO3, v/v), agua desionizada y finalmente agua grado 
inyectable y se esterilizó por calor seco, en una autoclave Felisa en instalaciones 
certificadas para la preparación de formulaciones farmacéuticas. 
Se calentaron a ebullición 100 mL de una solución 1.7 mM de citrato de sodio trihidratado 
con agitación constante. Se adicionaron 0.87 mL de una solución de HAuCl4 al 1% (m/v). 
Se observó un cambio en el color de la solución de amarillo claro a rojo fuerte. La solución 
de nanopartículas se dializó durante 24 h en membranas de celulosa Spectra/Por Float-A-
Lyzer G2 (100 kD) en agua grado inyectable (5 mL por membrana). Se realizaron 2 
cambios de 0.5 L cada uno. La solución dializada se esterilizó por filtración en membrana 
Millipore de 0. 22 m. La solución se mantuvo a 4°C en tubos Eppendorf de 50 mL. 
b.3.1. Caracterización de AuNP de 20 nm: Se realizó por microscopía de transmisión 
electrónica (TEM) usando un microscopio Jeol JEM 2010 HT. Las muestras se prepararon 
evaporando una gota de la solución dializada y esterilizada sobre una rejilla de cobre 
cubierta con carbono. El espectro de absorción se obtuvo en un intervalo de 400 a 700 nm 
en un espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda-Bio usando una celda de cuarzo para 
monitorear el plasmón de superficie a 520 nm, para AuNPs de 20 nm respectivamente. 
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b.4. Preparación 
177
Lu-DOTA-GGC 
5 L de DOTA-GGC (1 mg/mL) se diluyeron con 40 L 1 M de buffer de acetato de pH 5,  
a dicha solución se adicionaron 10 L de 177LuCl3 (~740 MBq, > 3 TBq/mg). La mezcla se 
incubó a 90 °C en un baño seco durante 30 min. 
b.4.1. Determinación de la pureza radioquímica de 
177
Lu-DOTA-GGC 
 Se determinó la pureza radioquímica, mayor a 98 %,  mediante  TLC usando placas de 
sílica gel (soporte de aluminio, Merck); se cortaron tiras de 10 cm las cuales fueron usadas 
como fase estacionaria, una mezcla de hidróxido de amonio:metanol:agua (1:5:10) fue la 
fase móvil para determinar la cantidad libre de 
177
Lu que tiene un Rf = 0 y de 
177
Lu-DOTA-
GGC con Rf = 0.4-0.5. La pureza radioquímica también se determinó por HPLC (Ver 
Anexo 1) en una columna C-18 (-Bondapack C-18, Waters) utilizando un sistema Waters 
Empower acoplado a un detector de radiactividad y un gradiente agua/acetonitrilo de 0.1 % 
de TFA desde 95/5 (v/v) a 20/80 (v/v) durante 35 min con un flujo de 1 mL/min, 
177
LuCl3 
tR = 3-4 min, 
177
Lu-DOTA-GGC tR= 12-13 min. 
b.5. Preparación de 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)]  
En un vial se incubaron durante 5 min 1 mL de AuNP de 20 nm, 0.025 mL de 
c[RGDfK(C)] 5 M (108 moléculas por AuNP de 20nm) y 3 L de 177Lu-DOTA-GGC 40 
MBq (0.25 g de péptido; 1.89 x 1014 moléculas; 270 moléculas por AuNP de 20 nm). No 
fue necesaria la purificación adicional. El número de péptidos por AuNP se calculó por 
UV-Vis, la cuantificación de péptidos de hizo aumentando la concentración de AuNPs de 0 
a 1 nM (Ver estructura en Anexo 2).   
b.6. Determinación de la pureza radioquímica de 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] 
La pureza radioquímica del conjugado 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] se 
determinó mediante cromatografía de exclusión molecular y ultrafiltración. 0.1 mL del 
conjugado se cargó en una columna PD 10 y se usó agua inyectable como eluyente. El 
primer pico eluido corresponde al conjugado AuNP-c[RGDfK(C)] (3-4 mL), el péptido 
177
Lu-DOTA-GGC aparece en la fracción que eluye a 5–7  mL  y el 177LuCl3 queda 
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atrapado en la matriz de la columna. En la ultrafiltración (Centicron YM-30 celulosa 
regenerada 30,000 MW, Millipore, Bedford) el 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] 
queda retenido en el filtro mientras que el 
177
Lu-DOTA-GGC y el 
177
LuCl3 atraviesan el 
filtro. En la radio-HPLC de exclusión molecular (ProteinPak 300SW, Waters, 1 mL/min, 
agua inyectable) el tR para el 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] fue de 4-5 min y 
para el 
177
Lu-DOTA-GGC fue de 8 min. Los perfiles cromatográficos se obtuvieron con 
dos sistemas de detección diferentes, un detector UV-Vis y un  detector de radiación, la 
muestra pasó primero por el detector UV-Vis y después de 0.37 min pasó por el detector de 
radiación. El espectro UV-Vis muestra la banda del plasmón de superficie de AuNPs a 521  
nm.  
c) Obtención de 177Lu-DOTA-GGC-AuNP (177Lu-AuNP) 
3 L de 177Lu-DOTA-GGC con 40 MBq  (0.25 g de péptido; 1.89 x1014 moléculas; 270 
moléculas por AuNP de 20 nm) se mezclaron con 1 mL de AuNP de 20 nm, y la mezcla se 
incubó por 5 min para obtener 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP. No fue necesaria la purificación 
adicional. (Ver estructura en Anexo 3). 
c.1. Determinación de la pureza radioquímica de 
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP 
Se utilizó la cromatografía de exclusión molecular, la ultrafiltración y HPLC en fase 
reversa como métodos de control para determinar la pureza radioquímica del radiofármaco. 
Una muestra de 
177
Lu-AuNP se cargó en una columna PD-10, se utilizó agua inyectable 
como eluyente, el primer pico eluído corresponde a 
177
Lu-AuNP y el 
177
LuCl3 permaneció 
atrapado en la matriz de la columna. El método de ultrafiltración se llevó a cabo en un 
equipo Centicron YM-30 de celulosa regenerada a 30.000 MW  de corte, Millipore, el 
177
Lu-AuNP permaneció en el filtro, mientras que 
177
LuCl3 pasó a través del filtro. En la 
radio-HPLC los perfiles cromatográficos se obtuvieron con dos sistemas de detección 
diferentes, un detector UV-Vis y un  detector de radiación, el espectro UV-Vis muestra la 
banda del plasmón de superficie de AuNPs a 521 nm. 
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d) Obtención  de 177Lu-DOTA-E-c(RGDfK)2 (
177
Lu-RGD) 
El péptido DOTA-E-c(RGDfK)2
 
se sintetizó por Peptide International Inc., con una pureza 
mayor al 98%, la cual fue determinada por HPLC en fase reversa y espectroscopia de 
masas. Una alícuota de 5 L de DOTA-E-c(RGDfK)2 de una concentración igual a 1  
mg/mL fue diluida en 50 L de buffer de acetato 1M pH = 5, a continuación se adicionaron 
10 L de 177LuCl3 (~370 MBq, > 3 TBq/mg, ITG). Para obtener 
177
Lu-DOTA-E-
c(RGDfK)2  la mezcla se incubó a 90 °C en un baño seco durante 30 min y se diluyó con 18 
mL de agua grado inyectable (Ver estructura en Anexo 4).  
d.1. Determinación de la pureza radioquímica de 
177
Lu-DOTA-E-c(RGDfK)2 
La pureza radioquímica mayor a 98 % se verificó mediante TLC y HPLC. Para la TLC se 
usaron placas de sílica gel (soporte de aluminio, Merck); se cortaron tiras de 10 cm las 
cuales se usaron como fase estacionaria, una mezcla de hidróxido de amonio:metanol:agua 
(1:5:10) fue la fase móvil. La pureza radioquímica también se determinó por HPLC en una 
columna C-18 (-Bondapack C-18, Waters) utilizando un sistema Waters Empower 
acoplado a un detector de radiactividad y un gradiente agua/acetonitrilo  de 0.1 % de TFA 
desde 95/5 (v/v) a 20/80 (v/v) durante 35 min con un flujo de 1 mL/min. 
e) Caracterización  
e.1. Microscopia de transmisión electrónica (TEM) 
 
 La morfología y la distribución de tamaño de las AuNPs y DOTA-GGC-AuNP-
c[RGDfK(C)] se analizaron por TEM en un microscopio JEOL JEM 2010 HT operado a 
200KV. Las muestras se prepararon para su análisis por evaporación de una gota del 
producto acuoso en una rejilla de cobre cubierta de carbón para TEM. 
 
e.2. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis) 
 
El espectro de absorción desde 400 a 700 nm se obtuvo con un espectrómetro Lambda-Bio, 
Perkin-Elmer utilizando una celda de cuarzo de 1 cm .La espectroscopia UV-Vis de los 
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nanoconjugados se midió para monitorear el desplazamiento de la banda del plasmón de 
superficie de las AuNPs (520 nm). 
 
e.3. Espectroscopia fotoelectrónica de rayos X (XPS) 
 
Los espectros de XPS de AuNPs, DOTA-GGC-AuNP y AuNP-c[RGDfK(C)] se 
adquirieron en un espectrómetro K-Alpha Thermo Scientific Waltham equipado con fuente 
de rayos X de MgKα (1253.6 eV). La fuente se operó a 10 kV/20 mA y se calibró con Au 
4f7/2 (84.0 eV) y Ag 3d5/2 (368.2 eV) de muestras en papel aluminio. Las muestras se 
introdujeron en una cámara de ultra alto vacío del espectrómetro (5x10
-9
 torr) y se midieron 
a 24 °C (temperatura ambiente). El tamaño de la mancha en el haz fue de 100 m. La 
presión no cambio durante el análisis, y 20 exploraciones de Au 4f se realizaron con un haz 
de energía de paso= 0.1 eV. Las energías de enlace, hacen referencia al pico C1s a 284.3 
eV. A todos los espectros se les resto un fondo Shirley para llevar a cabo el ajuste del pico 
con una función de suma simétrica de Gauss-Lorentz (SpecSurf software) (Ver Anexo 5). 
 
e.4. Infrarrojo lejano 
 
 Los espectros del infrarrojo lejano de los conjugados de AuNPs se adquirieron en un 
espectrómetro Perkin-Elmer Waltham (espectro 400) con una plataforma de reflexión total 
atenuada (Diamond GLADIATOR, Pike Technologies: Madison), mediante la aplicación 
de reflexión total atenuada con transformada de Fourier de 200 a 300 cm
-1 
(Ver Anexo 6A).  
 
e.5. Espectroscopia Raman 
 
 Los espectros Raman de las muestras se adquirieron en un espectrómetro MicroRaman 
(JOBIN-Yvon-Horiba, LABRAM HR800) con un microscopio óptico (OLYMPUS BX 41) 
y laser de He-Ne (632.817 nm) como fuente de excitación, con un filtro D 0.6 y una micro 
apertura de 100 μm de diámetro. Sobre un cubreobjeto previamente tratado (lavados en 3 
pasos: solución HNO3:HCl (1:3 v/v), agua bidestilada y agua inyectable), se depositaron  
alícuotas de 10 L de muestra y se secaron bajo atmosfera de nitrógeno a temperatura 
ambiente en una campana de flujo laminar (Ver Anexo 6B). 
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f) Biodistribución y obtención del modelo biocinético 
Para los estudios biocinéticos se emplearon un total de 9 ratones machos (BALBc 
nu/nu) con tumores inducidos con células C6 de glioma de rata, positivos a integrinas 
v3. Se tuvieron los siguientes grupos (n= 3): a) 
177Lu-AuNP-RGD, b) 177Lu-AuNP y 
c) 177Lu-RGD. Los ratones se administraron intratumoralmente con una actividad de 
2 MBq/0.05 mL. Se sacrificaron a las 3, 24, 48 y 96 horas post inyección. Los ratones 
se disectaron y se extrajo tumor, hígado, riñones, bazo, sangre, corazón, intestino, 
músculo y hueso, los cuales fueron recolectados en un tubo de plástico previamente 
pesado. Se determinó el peso y la actividad del órgano, en un detector de Centello tipo 
pozo (Canberra) con 3 alícuotas de 0.5 mL del estándar diluido (177Lu-AuNP-
c[RGDfK(C)]), 0.10 mL,  2 MBq), el cual representa 100% de la dosis inyectada para 
obtener la actividad corregida por decaimiento. Las actividades promedio se utilizaron 
para obtener el porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% ID/g) o % ID por 
órgano el cual se utiliza con propósitos dosimétricos (Ver resultados de biodistribución 
en los Anexos 7A-7C).  
Para obtener el modelo biocinético en los órganos de interés (bazo, hígado, riñón y 
tumor) los porcentajes de dosis inyectada a diferentes tiempos  se utilizó para derivar 
las curvas de actividad-tiempo corregidas por decaimiento de los radiofármacos 177Lu-
AuNP-RGD, 177Lu-AuNP y 177Lu-RGD y así obtener              
      que 
representa el comportamiento biológico en cada órgano. La función        
qh(t)e−λLu−177t se obtuvo integrando sobre el tiempo y considerando la vida media 
física del 177Lu (177Lu = 6.7 días), dando el número total de desintegraciones (N) del 
radionúclido en la regione fuente normalizado por unidad de actividad administra 
(MBq).  Los datos cinéticos obtenidos se ajustaron utilizando el software 
OLINDA/EXM (Ver modelos biocinéticos en los Anexos 8A-8D). 
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g) Inducción de tumores en ratones atímicos 
g.1. Modelo murino 
La inducción de los tumores y la biodistribución se realizó de acuerdo con las reglas y 
regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Los ratones atímicos 
machos (BALBc nu/nu) (20-22g) se colocaron en cajas estériles con camas de aserrín 
estéril, con temperatura, humedad y ruido constantes y periodos de luz/obscuridad de 
12/12  h. El agua y la comida fueron suministradas ad libitum (comida estándar PMI 5001). 
Los estudios se aprobaron por el Comité Institucional  para el Cuidado y Uso de Animales 
de Laboratorio del INCMyNSZ. 
g.2. Obtención de células 
 Las células C6 (positivas a integrinas v3 de glioma de rata) se obtuvieron originalmente 
de la ATCC, USA por el Instituto Nacional de Cancerología cumpliendo con todas las 
normas vigentes de bioseguridad para su adquisición. Las células se cultivaron a 37 °C, en 
una atmósfera de 5 % de CO2 y 85 % de humedad, en medio MEM (Minimum Essential 
Medium Eagle) suplementado con suero de ternero recién nacido al 10 % y antibióticos 
(100 μg/mL de estreptomicina y 100 unidades/mL de penicilina). 
g.3. Inducción de tumores 
Los estudios en ratones se llevaron a cabo de acuerdo a las regulaciones de la Norma 
Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y el estudio fue aprobado por el comité 
Institucional para la seguridad y uso de animales de laboratorio del INCMyNSZ. Los 
tumores fueron inducidos en la cavidad supraescapular de 20 ratones atímicos machos de 
entre 6 y 7 semanas de edad mediante inyección subcutánea de 1.5 x10
6 
células C6 de 
glioma de rata suspendidas en 0.2 mL de buffer de fosfato salina. Los sitios de inyección se 
revisaron semanalmente, se midió largo y ancho del tumor con ayuda de un vernier para 
determinar el tamaño tumoral. 
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h) Grupos y controles 
 Se necesitaron 20 ratones con tumores inducidos que se dividieron como se muestra en la 
Tabla 1. 
Tabla 1. Grupos y controles 
Grupo Tratamiento 
Grupo 1: control (n=5) Sin tratamiento 
Grupo 2: tratamiento 1 (n=5) 
177
Lu-AuNP-RGD 
Grupo 3: tratamiento 2 (n=5) 
177
Lu-AuNP 
Grupo 4: tratamiento 3 (n=5) 
177
Lu-RGD 
 
i) Régimen de dosificación 
Una vez que los tumores de los ratones llegaron a una masa de 0.05 ± 0.01 g se inició el 
tratamiento. Los ratones se administraron intratumoralmente bajo anestesia de isofluorano 
al 2%. Cada grupo se trató con cada uno de los siguientes radiofármacos: a) 
177
Lu-AuNP-
RGD, b) 
177
Lu-AuNP, c) 
177
Lu-RGD y se tuvo un grupo control. Todos los radiofármacos 
se administraron con una actividad de 2 MBq/0.05 mL. Se administraron 4 dosis de cada 
uno de los radiofármacos en los días 1, 7, 14 y 21 con el objetivo de administra un total de 
8 MBq al final del día 23 (el tratamiento duró 23 días debido al tamaño del tumor que 
alcanzaron los ratones del grupo control).  El crecimiento del tumor se monitoreo 
semanalmente, se midió el largo y ancho con un vernier para determinar el tamaño tumoral. 
j) Estimación de la dosis absorbida de radiación 
La estimación de la dosis absorbida de radiación, se obtuvo con el porcentaje de dosis 
inyectada a diferentes tiempos en el  bazo, hígado, riñones y tumores de los conjugados 
177
Lu-AuNP-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-RGD en cada órgano. Las curvas de actividad vs 
tiempo fueron corregidas por decaimiento              
      el cual representa el 
comportamiento biológico. Las funciones Ah(t) fueron obtenidas mediante la relación 
             
           el cual se integró en cada tiempo (del día 1 al 23 del 
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tratamiento) , dando el número total de desintegraciones (N) del radionúclido en la región 
fuente  normalizada por unidad de actividad administra (MBq). 
           
        
       
       
La actividad acumulada (N) para cada órgano (hígado, bazo, riñones y tumor) se calculó 
para las 4 administraciones de los 23 días de tratamiento. El número total de 
desintegraciones se obtuvo por la integración en cada tiempo en el que los ratones fueron 
administrados, como se muestra en la siguiente ecuación:  
                 
  
 
         
  
 
         
  
  
         
  
  
 
La dosis absorbida en el órgano se evalúo de acuerdo al formalismo MIRD (Medical 
internal Radiation Dose), en donde la ecuación general es la siguiente: 
                                          
      
 
Donde:                 es el promedio de dosis absorbida en un órgano blanco por las      
emisiones provenientes de un órgano fuente. 
                             es el factor de dosis. 
                   
 
                  
Donde:  Δi es la energía promedio emitida por desintegración de varios i-tipos de radiación 
(i-tipos de emisiones ∑i niEi).  
             Φi es la fraccion absorbida que dependen de las propiedades de las emisiones i-tipo 
y del tamaño, forma y separación de los órganos fuente y blanco.   
 
Los valores DF se calcularon de acuerdo a Miller y colaboradores (112) utilizando las 
fracciones absorbidas beta en modelo de ratón calculado por dos códigos de transporte de 
radiación Monte Carlo, MCNP4C y PEREGRINE (basados en voxel). 
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k) Evaluación de la eficacia terapéutica 
En el  día 1, 7, 14 y 23 se midió el volumen tumoral de los grupos tratados con los 
radiofármacos 
177
Lu-AuNP-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-RGD así como el grupo control 
mediante la siguiente relación: 
V= (/6)[(L) x (a2)] 
Donde L = diámetro mayor  
             a = diámetro menor 
La masa del tumor se calculó en gramos considerando una densidad del tumor igual a 1  
g/cm
3
.  
k.1. Determinación de la captación de los radiofármacos 
177
Lu-AuNP-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-RGD en el tumor 
En el día 22 de tratamiento,  usando un escáner SPECT/CT (Albira, ONCOVISION) se 
determinó la captación en el tumor de los conjugados 
177
Lu-AuNP-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-RGD, los ratones se anestesiaron con isofluorano al 2%, la imagen fue reconstruida 
usando el algoritmo OSEM (Ordered Subset Expectation Maximization). 
k.2. Determinación de la actividad metabólica 
En el día 23 se determinó la actividad metabólica de las células tumorales con un equipo 
micro SPECT/PET/CT (Albira, ONCOVISION). Los ratones fueron inyectados en la vena 
caudal con 9 MBq de [
18
F]FDG en 100 L de PBS bajo anestesia de isofluorano al 2%, una 
hora más tarde los ratones se llevaron al cuarto de escaneo y se fijaron en el equipo micro 
SPECT/PET/CT en posición decúbito ventral, el proceso de obtención de imágenes duró 
aproximadamente 7.5 minutos para cada ratón. A partir de la dosis de [
18
F]FDG y el peso 
de cada ratón se determinó el SUV (Standardized Uptake Value) mediante el software 
PMOD Data Analysis, bajo la siguiente fórmula: 
SUV =                            (Bq/g)                                 . 
             (Actividad inyectada (Bq)/ peso del ratón (g) 
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l) Evaluación de la radiotoxicidad 
En el día 23 del tratamiento se sacrificaron los ratones, por punción cardiaca se extrajo 
sangre total la cual se centrifugó a 3000 rpm durante 5 minutos para obtener el suero y 
determinar la concentración de los analitos urea, creatinina y nitrógeno ureico. Las 
determinaciones se hicieron en el analizador automatizado MODULAR ANALITICS 
SWA, MODULO P, HITACHI, Roche.  
l.1. Determinación de urea y nitrógeno ureico (BUN) 
 El método enzimático que se utilizó fue una cinética de punto final, desarrollado por Talke 
y Schubert, que emplea el sistema urea/glutamato-deshidrogenasa (GLDH) para determinar 
la concentración de urea. Siguiendo el siguiente principio:  
O
NH2 NH2
+
H
O
H
H N
+
H
H
H +
O
-
O
-
O
ureasa
2
 
A continuación, el amoniaco formado reacciona con el -cetoglutarato y el NADH bajo la 
acción de la GLDH. La reducción de la absorbancia debida al consumo del NADH se mide 
cinéticamente. 
NH2
OH
O
OH
O
+H N+
H
H
H
+
O
O
-
O
-
O
NH3
+
H
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O
-
O
P
O
O
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O
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O
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OH
N
NH2
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H
O
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Posteriormente el analizador calcula automáticamente la concentración de nitrógeno ureico 
en cada muestra mediante la relación:  
mg/dL urea x 0.467 = mg/dL de BUN 
l.2. Determinación de creatinina 
 Es una determinación enzimática que se basa en el método de Jaffé con picrato alcalino, la 
prueba es cinética colorimétrica y se basa en el siguiente principio: 
N
N
H
NH
CH3
O
+
O2N
OH
NO2
NO2
N
NH
NH
CH3
O
NO2
O2N
NO2
pH alcalino
 
En un medio alcalino, la creatinina forma un complejo amarillo-anaranjado con el picrato. 
La tasa de formación de colorante es proporcional a la concentración de creatinina. Se lee la 
absorbancia a 500 nm después de 30 segundos (A1) y después de 90 segundos (A2). La 
concentración de creatinina en la muestra se calcula a partir de la siguiente fórmula general: 
(A2 – A1) muestra  x Concentración del patrón  =  mg/dL de creatinina 
                 (A2 – A1) patrón 
 
 
m) Evaluación de la inhibición de los factores angiogénicos Factor de Crecimiento: 
VEGF y HIF-1. 
m.1. Extracción de los tumores 
En el día 23 del experimento, los ratones se sacrificaron y se realizó la extracción del tumor 
el cual fue dividido en dos partes, la primera se homogeneizó en Trizol (para extracción de 
ARN) con una homogeneizador Polytron, BioSpect Products y las muestras se almacenaron  
inmediatamente a –70 ºC hasta su procesamiento; y la segunda mitad se fijó en 
formaldehído y se usó para las pruebas histopatológicas. 
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m.2. Extracción de ARN: Método del Trizol 
Una vez que la muestra fue conservada en Trizol, se homogeneizo durante 5 min a 
temperatura ambiente para permitir la completa disociación del tejido. Al homogeneizado 
se adicionaron 200 L de cloroformo para separar el ARN del resto del material celular (se 
mezcló). Se centrifugó a 12 000 rpm durante 20 min, se separó la fase superior  y se 
depositó en otro tubo eppendorf limpio y estéril. Para precipitar el ARN, se adicionaron 
500  L isopropanol,  la mezcla se incubó a 4 °C durante 30 min, pasado el tiempo se 
mezcló en el vortex y se centrifugó a 13 000 rpm por 20 min. Se recuperó  el botón 
decantando el sobrenadante, el botón se lavó adicionando 1 mL de etanol al 75 % en agua 
tratada con DEPC y se mezcló, se centrifugó a 13 000 rpm durante 20 min y se decantó el 
sobrenadante, se dejó secar el botón. Una vez seco, el botón se resuspendió adicionando 
100 L de agua tratada con DEPC (la muestra se conservó a 4 °C). Para hacer la lectura, se 
depositaron 2 L de la solución de ARN en el pocillo del espectrofotómetro  para 
determinar su absorbancia a 260 nm y a 280 nm y determinar la concentración de la 
muestra. Se considera una muestra viable cuando la relación de absorbancia  260/280 está 
entre 1.5 y 2.0, se utilizó el software Take 3, espectrofotómetro Bioteck. 
m.3. Retrotranscripción 
En un tubo eppendorf estéril se colocaron 3 g del ARN extraído previamente para cada 
muestra, 1 L de oligo dT (5´ T T T T T T T T T T T T T T T 3´) y cantidad suficiente para 
un volumen final de 15 L de agua DEPC. Se incubó la mezcla a 65 °C durante 10 min en 
el termociclador Veriti, Applied Byosistem y se dejó enfriar a 4 °C. A cada tubo se le 
adicionaron 7 L del MIX. El MIX  está compuesto por 91.3 L de buffer 5X RT, 11 L 
de inhibidor de RNAsas (40 U/L) , 44 L de desoxirribonucleótidos (DNTP´s, 10 mM)  y 
7.7 L de la enzima retrotranscriptasa (RT, 20 U/L). Al control negativo no se adicionó  
RT. Las condiciones para la retrotranscripción en el Termociclador Veriti de Applied 
Byosistems se muestran en la Tabla 2.  El  ADNc  se conservó a -20 °C hasta ser usado 
nuevamente. 
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Tabla 2. Condiciones del termociclador para la retrotranscripción. 
 
Etapas Fases Temperatura (°C) Tiempo (min) 
Preparación Desnaturalización 65 10 
 Enfriamiento 4 1 
Síntesis de ADNc Anclaje de oligoDT 55 45 
 Inactivación 85 5 
Enfriamiento Enfriamiento 4 1 
 
m.4. Protocolos para la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
Se descongeló y homogeneizó el ADNc obtenido previamente. Los oligos para VEGF, 
HIF-1 y Tsp-1 (sintetizados por Invitrogen)  se reconstituyeron  en agua bidestilada a 
fin de prepararlos en una concentración de 50 M (Tabla 3).  
Tabla 3. Secuencia y concentración de los oligos. 
Oligo Secuencia 
Oligo upp rTrombospondina 5’-ATG GGA CAT CTG CTC TGT CA-3’ 
Oligo low rTrombospondina 5’-TTG CAG AGT CGG CTA CGT C-3’ 
Oligo upp HIF-1 5’-CAT GAT GGC TCC CTT TTT CA-3’ 
Oligo low HIF-1 5’-CAT AGT AGG GGC ACG GTC AC-3’ 
Oligo upp rVEGF 5’-CGG AGA GCA ACG TCA CTA TG-3’ 
Oligo low rVEGF 5’-TGG TCT GCA TTC ACA TCT GC-3’ 
 
A partir de las soluciones anteriores se prepararon alícuotas con una concentración 20 M 
se procedió a hacer la PCR-TR en el termociclador LightCycler® 2.0 de Roche (Roche 
Diagnostics, Mannheim). En la Tabla 4, 5, 6 y 7 se muestran los protocolos para la PCR de 
la -Actina, VEGF, HIF-1 y Tsp-1 respectivamente. 
 
 QFB. Andrea Vilchis Juárez 
 
P
ág
in
a4
5
 
 
Tabla 4. Protocolo de PCR, -Actina 
 
-Actina Volumen para una 
prueba (L) 
Volumen para 20 
pruebas (L) 
H20 bidestilada 7.2 144 
Sonda # 69 0.1 2 
Oligo upp -Actina 20 M  0.1 2 
Oligo low -Actina 20 M 0.1 2 
TaqMan Master 5X 1.5 30 
Volumen total N/A 180 
Volumen por capilar N/A 9 
Volumen ADNc 1 1 c/m 
Volumen final por capilar N/A 10 
 
Tabla 5. Protocolo de PCR, VEGF 
VEGF Volumen para una 
prueba (L) 
Volumen para 20 
pruebas (L) 
H20 bidestilada 7.2 144 
Sonda # 4 0.1 2 
Oligo upp VEGF 20 M  0.1 2 
Oligo low VEGF 20 M 0.1 2 
TaqMan Master 5X 1.5 30 
Volumen total N/A 180 
Volumen por capilar N/A 9 
Volumen ADNc 1 1 c/m 
Volumen final por capilar N/A 10 
 
Tabla 6. Protocolo de PCR, HIF-1
 
HIF-1. Volumen para una 
prueba (L) 
Volumen para 20 
pruebas (L) 
H20 bidestilada 7.2 144 
Sonda # 18 0.1 2 
Oligo upp HIF-120 M  0.1 2 
Oligo low HIF-1 20 M 0.1 2 
TaqMan Master 5X 1.5 30 
Volumen total N/A 180 
Volumen por capilar N/A 9 
Volumen ADNc 1 1 c/m 
Volumen final por capilar N/A 10 
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Tabla 7. Protocolo, PCR, Trombospondina-1. 
 
Trombopondina-1 Volumen para una 
prueba (L) 
Volumen para 20 
pruebas (L) 
H20 bidestilada 7.2 144 
Sonda # 25 0.1 2 
Oligo upp Tsp-1 20 M  0.1 2 
Oligo low Tsp-1 20 M 0.1 2 
TaqMan Master 5X 1.5 30 
Volumen total N/A 180 
Volumen por capilar N/A 9 
Volumen ADNc 1 1 c/m 
Volumen final por capilar N/A 10 
 
Una vez llenos los capilares, se centrifugaron a 1000 rpm durante 1 min y posteriormente se  
introdujeron en el termociclador  Light Cycler Roche y se inició  la reacción bajo las 
condiciones que se muestran en la Tabla 8. Se calculó la concentración relativa del gen 
problema vs la del gen constitutivo (-actina) mediante el software de Light Cycler Roche 
(Ver Anexo 9) 
 
Tabla 8. Condiciones del termociclador para la PCR 
 
Etapas Fases Temperatura (°C) Tiempo 
Activación de sonda Desnaturalización 95 10 min 
PCR Desnaturalización 95 10 s 
 Alineamiento 60 30 s 
 Extensión 72 1 s 
Enfriamiento Enfriamiento 4 1min 
45 Ciclos 
Longitud de onda: 530nm 
 
 
n) Evaluación histopatológica. 
 
El análisis histopatológico se hizo con el propósito de evaluar la presencia de vasos 
sanguíneos en los tumores así como la presencia de daño renal. Las muestras de los tumores 
y los riñones se fijaron en una solución neutra de formaldehído al 10% durante 24 horas, 
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posteriormente fueron lavados con etanol al 70 % y embebidos en parafina. Se cortaron 
porciones de 4 m de espesor los cuales se colocaron en un portaobjetos y se secaron en 
una estufa a 37 °C. Se retiró la parafina de cada uno de los cortes con xileno y se 
rehidrataron en alcohol para finalmente teñirlas con hematoxilina de Meyer/eosina (Ver 
Anexo 10). 
 
o)  Análisis Estadístico. 
 
Las diferencias entre los grupos de tratamiento se determinaron con la prueba t-Student, la 
significancia fue definida como p < 0.05. 
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CAPÍTULO II 
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XI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 
La media del diámetro hidrodinámico así como el potencial Z indican que el péptido fue 
funcionalizado a las nanopartículas de oro. 
La captación en el tumor a las 3 h, el tiempo de retención a las 96 h y el tiempo de 
residencia fue mayor para el radiofármaco 
177
Lu-AuNP-RGD lo cual puede ser atribuido a 
los mecanismos de captación activos y pasivos así como a las interacciones multivalentes 
entre las moléculas de RGD conjugadas a las AuNP y los receptores v3. 
En tiempo de residencia en el riñón para los tratamientos con 
177
Lu-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-AuNP-RGD no sobrepasa el umbral de tolerancia del mismo lo cual evita nefropatía 
por reabsorción o retención de la radiactividad, lo cual concuerda con los resultados de las 
concentraciones de urea, creatinina,  BUN y los resultados histopatológicos en donde no 
existe diferencia significativa entre los tres tratamientos y el grupo control.  
La dosis liberada en el tumor, para el radiofármaco 
177
Lu-AuNP-RGD fue mayor con 
respecto a los otros dos tratamientos, dando lugar a un tumor 27 veces más pequeño y con 
menos actividad metabólica de los células tumorales que los grupos tratados con 
177
Lu-
RGD, 
177
Lu-AuNP  y el grupo control, lo cual se explica por la combinación entre 
radioterapia y terapia de blancos moleculares. Los resultados histopatológicos muestran un 
área necrótica menor, menos y más pequeños vasos sanguíneos con respecto a los otros 
grupos debido al efecto antiangiogénico del c-RGD y la capacidad de las AuNP para inhibir 
la expresión del VEGF.  
El sistema multimérico 
177
Lu-AuNP-RGD resultó ser un radiofármaco que disminuye 
significativamente el crecimiento del glioma en un modelo murino, a través de la 
combinación de radioterapia y terapia de blancos moleculares, por sus propiedades 
teranósticas puede ser utilizado para el tratamiento de cánceres con sobreexpresión de 
integrinas v3 y permite obtener imágenes moleculares para monitorear el tratamiento 
mediante el sistema SPECT/CT. 
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XIII. ANEXOS 
 
 
ANEXO 1: Radiocromatograma en HPLC - Fase Reversa de 
177
Lu-DOTA-GGC: Se 
observa que 
177
LuCl3 tR = 3.5 min, 
177
Lu-DOTA-GGC tR = 12.4 min. 
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ANEXO 2: Estructura de 
177
Lu-AuNP-RGD (
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP-
c[RGDfK(C)]). La secuencia Arginina-Glicina-Ácido aspártico (RGD) es el sitio 
biológicamente activo, la fenilalanina (f) y la lisina (K) completan la estructura 
pentapeptídica, la secuencia GG sirve como espaciador, la cisteína (C) tiene el grupo 
tiol activo que interacciona con la superficie de las AuNP formando un enlace 
covalente, el DOTA es usado como quelante para el 
177
Lu.  
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ANEXO 3: Estructura de 
177
Lu-AuNP (
177
Lu-DOTA-GGC-AuNP). Este conjugado no 
tiene el sitio activo RGD, se utilizó con el objetivo de evaluar la respuesta terapéutica 
a las AuNPs pues se ha reportado que tienen la capacidad de inhibir por sí mismas la 
angiogénesis.  
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ANEXO 4: Estructura de 
177
Lu-RGD (
177
Lu-DOTA-E-c(RGDfK)2). Se muestra la 
estructura del dímero, donde la secuencia RGD es el sitio activo, la (f) completa el 
ciclo, la K sirve como espaciador entre las dos moléculas, el DOTA se une  
covalentemente al radionúclido metálico y lo une al ciclo RGD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lisina (K) 
c(RGDf) 
 
c(RGDf) 
 
Lisina (K) 
177
Lu-DOTA 
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ANEXO 5: Espectroscopia Fotoelectrónica de Rayos-X (XPS). El espectro de DOTA-
GGC-AuNP-c[RGDfKC] muestra dos picos adicionales con respecto a AuNP-citrato 
89.1 eV y 84.5 eV con un cambio positivo debido a los átomos con diferentes estados 
de oxidación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Intensidad 
eV 
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ANEXO 6A: Espectroscopia del Infrarrojo Lejano, tanto el  c[RGDfK(C)]-AuNP 
como DOTA-GGC-AuNP muestran una banda característica a 279 ± 1 cm
-1 
la cual fue 
representa el enlace Au-S.  6B: Espectroscopia Raman. Las AuNP funcionalizadas con 
c[RGDfK(C)] dan un espectro Raman en la región 1800-600 cm
-1
. Algunas bandas 
bien definidas fueron observadas en la frecuencia vibracional de esta región asociadas 
con los principales grupos funcionales vistos en el espectro de c[RGDfK(C)],  pero 
ellos son característicos de AuNP- c[RGDfK(C)] debido a los cambios alto o bajos de 
energía y al incremento en la intensidad de las bandas.
 
 
 
 
6A 
 
6B 
Absorbancia (UA) 
Absorbancia (UA) 
Número de ondas (cm
-1
) 
Número de ondas (cm
-1
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En los Anexos 7A-7B se muestran los resultados biocinéticos de cada una de las 
administraciones IT a las 3, 24, 48 y 72h. 
177
Lu-AuNP-RGD mostró mayor retención 
en el tumor que los otros radiofármacos. 
 
ANEXO 7A: Biodistribución en ratones con tumores inducidos con la línea celular C6 
(positivos a integrinasv3) después de la administración intra-tumoral de 
177
Lu-AuNP-
RGD, expresada como porciento de dosis inyectada por gramo de tejido(% ID/g++)  o por 
ciento de dosis inyectada por órgano (%ID+) (media ± SD, n=3). 
 
Tissue 3 h 24 h 48 h 96 h 
Sangre
++
 0.13  0.04 0.09  0.01 0.06  0.01 0.01  0.00 
Corazón
+
 0.04  0.00 0.01  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
Corazón
 ++
 0.26  0.02 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
Pulmón
+
 0.06  0.01 0.01  0.00 0.01   0.00 0.00  0.00 
Pulmón
 ++
 0.43  0.07 0.07  0.00 0.07  0.00 0.00  0.00 
Hígado
+
 0.56  0.04 0.60  0.03 0.46  0.03 0.22  0.00 
Hígado
 ++
 0.42  0.03 0.45  0.02 0.34  0.01 0.16  0.00 
Bazo
+
 1.33  0.09 1.08  0.26 0.72  0.07 0.28  0.04 
Bazo
 ++
 14.77  0.99 12.00  2.88 8.00  0.77 3.11  0.44 
Riñones
+
 0.87  0.07 0.75  0.09 0.63  0.01 0.51  0.03 
Riñones
 ++
 3.03  0.24 2.61  0.31 2.19  0.03 1.77  0.10 
Intestino
++
 0.19  0.02 0.08  0.01 0.05  0.00 0.03  0.00 
Músculo
++
 0.27  0.05 0.10  0.02 0.05  0.00 0.01  0.00 
Hueso
++
 0.03  0.00 0.04  0.00 0.03  0.00 0.02  0.00 
C6 Tumor 
(Peso promedio = 
0.5  g) 
68.10  7.1 63.54 ± 4.13 49.29 ± 3.81 34.78  4.30 
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ANEXO 7B: Biodistribución en ratones con tumores inducidos con la línea celular C6 
(positivos a integrinas v3) después de la administración intra-tumoral de 
177
Lu-AuNP, 
expresada como porciento de dosis inyectada por gramo de tejido(% ID/g++)  o por ciento 
de dosis inyectada por órgano (%ID+) (media ± SD, n=3). 
 
Tissue 3 h 24 h 48 h 96 h 
Sangre
++
 0.17  0.03 0.09  0.01 0.05  0.00 0.02  0.00 
Corazón
+
 0.01  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
Corazón
 ++
 0.06  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
Pulmón
+
 0.05  0.00 0.00  0.00 0.00   0.00 0.00  0.00 
Pulmón
 ++
 0.35  0.08 0.10  0.01 0.05  0.00 0.00  0.00 
Hígado
+
 1.20  0.12 0.94  0.09 0.74  0.05 0.39  0.02 
Hígado
 ++
 0.90  0.09 0.70  0.06 0.55  0.03 0.29  0.01 
Bazo
+
 0.70  0.06 0.73  0.08 0.56  0.02 0.33  0.01 
Bazo
 ++
 7.77  0.66 8.10  0.88 6.20  0.22 3.66  0.11 
Riñones
+
 0.81  0.03 0.70  0.04 0.56  0.02 0.41  0.00 
Riñones
 ++
 2.82  0.10 2.43  0.13 1.95  0.06 1.46  0.02 
Intestino
++
 0.01  0.51 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
Músculo
++
 0.02  0.00 0.01  0.00 0.00  0.00 0.000.00 
Hueso
++
 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 0.000.00 
C6 Tumor 
(Peso promedio = 
0.5  g) 
48.15  5.50 35.72 ± 2.88 24.25 ± 1.96 15.50  1.70 
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ANEXO 7C: Biodistribución en ratones con tumores inducidos con la línea celular C6 
(positivos a integrinas v3) después de la administración intra-tumoral de 
177
Lu-RGD, 
expresada como porciento de dosis inyectada por gramo de tejido(% ID/g++)  o por ciento 
de dosis inyectada por órgano (%ID+) (media ± SD, n=3). 
 
Tissue 3 h 24 h 48 h 96 h 
Sangre
++
 0.21  0.04 0.03  0.01 0.01  0.00 0.00  0.00 
Corazón
+
 0.04  0.00 0.04  0.00 0.01  0.00 0.00  0.00 
Corazón
 ++
 0.26  0.02 0.26  0.00 0.06  0.00 0.00  0.00 
Pulmón
+
 0.03  0.00 0.03  0.00 0.01   0.00 0.01 0.00 
Pulmón
 ++
 0.21  0.06 0.21  0.03 0.07  0.01 0.07 0.02 
Hígado
+
 0.71  0.08 0.62  0.06 0.54  0.03 0.39  0.01 
Hígado
 ++
 0.53  0.05 0.46  0.04 0.40  0.02 0.30  0.00 
Bazo
+
 0.58  0.04 0.45  0.04 0.38  0.02 0.25  0.01 
Bazo
 ++
 6.44  0.44 5.00  0.44 4.22  0.22 2.77 0.11 
Riñones
+
 1.84  0.11 1.49  0.13 1.10  0.09 0.60  0.07 
Riñones
 ++
 6.41  0.38 5.19  0.45 3.83  0.31 2.09 0.24 
Intestino
++
 0.21  0.09 0.05  0.02 0.04  0.00 0.030.00 
Músculo
++
 0.04  0.00 0.00  0.0 0.00  0.00 0.000.00 
Hueso
++
 0.03  0.00 0.01  0.00 0.00  0.00 0.000.00 
C6 Tumor 
(Peso promedio = 
0.5  g) 
26.80  2.90 14.11 ± 2.11 8.03 ± 1.01 5.70  0.80 
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En los Anexos 8A – 8D se muestra el modelo biocinético obtenido con el software OLINDA (Organ Level Internal Dose 
Assessment). Se observa que el número de desintegraciones es mayor en el tumor para 
177
Lu-AuNP-RGD debido al mayor 
tiempo de residencia del fármaco en comparación con los otros radioconjugados; además del tumor la unión ocurre 
principalmente en el hígado, riñones y bazo pero sin superar la dosis máxima tolerada.  
ANEXO 8A: Modelo biocinético de 
177
Lu-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-AuNP-RGD en el tumor. 
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(Número total de desintegraciones) 
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   1                         
        1  
                    
  
4.033E11 
177
Lu-AuNP 
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ANEXO 8B: Modelo biocinético de 
177
Lu-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-AuNP-RGD en el bazo. 
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ANEXO 8C: Modelo biocinético de 
177
Lu-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-AuNP-RGD en el hígado. 
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ANEXO 8D: Modelo biocinético de 
177
Lu-RGD, 
177
Lu-AuNP y 
177
Lu-AuNP-RGD en los riñones. 
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ANEXO 9: Concentraciones relativas de VEGF, HIF-1 y Trombospondina-1 determinadas mediante PCR en Tiempo Real. 
 
 
  
 
Tratamiento 
 
VEGF 
(CR) 
 
HIF-1 
(CR) 
 
Trombospondina-1 
(CR) 
 
177
Lu-AuNP-RGD 
 
0.012 ± 0.000* 
 
0.0069 ± 0.002 
 
0.0019 ± 0.000 
177
Lu-AuNP 0.040 ± 0.010† 0.0120 ± 0.004 0.0026 ± 0.000 
177
Lu-RGD 0.037 ± 0.000† 0.0085 ± 0.000 0.0046 ± 0.001 
Control 0.070 ± 0.028 0.0091 ± 0.001 0.0029 ± 0.001 
 
                                * Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) vs grupo control. 
                                † Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) vs 177Lu-AuNP-RGD 
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ANEXO 10: Resultados histopatológicos del riñón  después del tratamiento con 
177
Lu-AuNP-RGD, 
177
Lu-RGD y 
177
Lu-AuNP, 
no se observa necrosis ni daño renal en ningún grupo de tratamiento, los resultados son apoyados por la determinación sérica 
de urea, creatinina y nitrógeno ureico en las cuales no se observa diferencia estadísticamente significativa entre los grupos 
tratados y el grupo control; lo cual puede explicarse porque  en ningún tratamiento se supera la máxima dosis tolerada del 
riñón que es de entre 25-30 Gy, y la dosis en los riñones en el presente estudio fue menor a 1.5 Gy en los tres tratamiento.  
 
 g = glomérulo, dt = túbulo distal, pt = túbulo proximal. 
 
